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摘要!稀土金属元素标记技术利用双功能试剂二乙三胺五乙酸双酸酐$OIHK双酸酐&将稀土金属元素和 目

标肽段连接起来作为质量标签%结合基质辅助激光解吸)电离$飞行时间质谱$BKLOG$IJaBC&分析实现蛋

白质的相对定量研究’为进一步提高标记 效 率%本 研 究 对 反 应 体 系 温 度*5S值*反 应 时 间 和 金 属 标 签 过 量

倍数等进行优化%并结合胍基化修饰技术封闭蛋白质酶切肽段中的侧链&$氨基%使标记反应只发生在末端氨

基%提高标记选择性’标准蛋白质实验结果表明%所有酶切肽段胍基化反应效率均大于()Z%且胍基化修饰

反应对金属标记效率没有影响’对于选定的*个标准蛋白质而言%每个蛋白质都至少有7个肽段可以得 到

良好的标记结果’对于离子抑制效应带来的干扰%可通过标准曲线进行校正%结果表明%当两种金属离子 浓

度比小于&时%该效应对蛋白质相对定量没有影响’胍基化修饰结合稀土金属标记方法不仅能在肽段水平

实现相对定量%而且能在蛋白质水平实现相对定量’

关键词!稀土金属标签!胍基化修饰!蛋白质定量
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!!随着人类基因组草图的初步完成!生命科学

已经跨入$蛋白质组学%时代&#’(蛋白质 定 量 是

蛋白质组学研究的核心内容之一!蛋白质定量方

法包括相对定量和绝对定量"相对定量是指对不

同生理病理状态下细胞)组织或体液蛋白质表达

量的相对变化进行比较分析#绝对定量是测定细

胞)组织或体液蛋白质组中每种蛋白质的绝对量

或浓度&!’(
目前蛋白质组学的相对定量方法主要有"基

于两维分离或与荧光标记结合的比较方法!如二

维凝胶 电 泳*!O++&7$%’和 差 示 荧 光 二 维 电 泳

*OGM++法&)’#基于 质 谱 技 术 的 同 一 种 肽 段 在 不

同状态下提取的离子流色谱图比较方法*非标记

定量+#稳定同位素标记方法!包括化学标记和代

谢标记!如#’J 水 标 记&&$(’)同 位 素 酸 酐 试 剂 标

记)GA9X-<.8D-3A=9<<@/-D.4@-1U-XA9/;D@Q;-1$
D.=.8-D.91*.ITKe+&#"$##’和AD-X/@.A9D95@/-X@$
/.13X2-,.19-8.UA.18@//8;/D;<@*CGLK>+&#!’

等(这些方法因存在成本太高!不能用于组织或

体液中蛋白质的定量分析!不能满足低浓度)高

通量要求等原因!影响了在实际样品中的应用(
为了克服以上缺点!近年来发展了一种新的定量

方法!通过双 功 能 试 剂OIHK双 酸 酐 将 稀 土 金

属元素钇*P+和铽*IX+与肽段结合后作为质量

标签&#7’!利用质 谱 检 测 实 现 对 蛋 白 质 的 相 对 定

量(该方法稳定性好)标记试剂廉价)操作简单!
但存在的问 题 是!标 记 试 剂OIHK双 酸 酐 对 于

末端氨基和侧链氨基的标记无选择性!在蛋白质

酶切的肽段中!大量含有侧链氨基的肽段将被重

复标记!质谱检测中谱图复杂化!致使蛋白质的

定量分析受到干扰&#!’(
为了解决这一问题!本研究引入了胍基化修

饰&#%’对&$氨 基 进 行 封 闭!即 将 赖 氨 酸*L2A+的

&$氨基修饰为 高 精 氨 酸*?9,9-<3.1.1@+!使 后 续

的反应只能发 生 在 肽 段 的 F端!并 且 胍 基 化 修

饰很完全(引入胍基化修饰之前!稀土金属定量

方法只能对不含&$氨基的标准肽段或酶切肽 段

中不含&$氨基的标准蛋白质进行相对定量#引入

胍基化修 饰 后!排 除 了&$氨 基 对 末 端 氨 基 的 干

扰!使得该定量方法的适用范围进一步扩大!能

够被定量的肽段增加!丰富了同一蛋白质的定量

信息!从而提高蛋白质定量的可信度(

B!实验部分

BCB!仪器与装置

%’""H<9D@9,.8AK1-/2V@<型基质辅助激光

解析电离飞行时间串联质谱仪"美国应用生物系

统 公 司 产 品#C>#""KC5@@U4-8H/;ABJON$
LPJO$!7"型 真 空 离 心 干 燥 机"美 国 I?@<,9
C-4-1D公司产品#超纯水"由 B.//.59<@纯水系统

制备(

BCD!主要材料与试剂

二 乙 三 胺 五 乙 酸 双 酸 酐 *U.@D?2/@1@D<.$
-,.1@$’!’!’k!’kk!’kkk$5@1D--8@D.8-8.UU.-1$
?2U<.U@!OIHK 双 酸 酐+"日 本 O90.1U9公 司 产

品#P>/7!IX>/7!三乙二胺碳酸盐*D<.@D?2/-,$
,91.;,X.8-<X91-D@!I+K_+和还原剂三羧乙基

磷*I>+H+"美国C.3,-公司产品#碘乙酰氨"比

利时 K8<9A公 司 产 品#乙 腈*SHL>级+"美 国

:6I6_-c@<公司产品#胰蛋白酶*D<25A.1!A@Q;@1$
8.133<-U@+和 二 硫 苏 糖 醇 *U.D?.9D?<@.D?9/!

OII+"美 国H<9,@3-公 司 产 品#乙 酸)醋 酸 铵"
北京化工厂产品(

肌 红 蛋 白 *,293/9X.1+)烯 醇 化 酶 *@19$
/-A@+)胎球蛋白*=@D;.1+)"$牛奶酪蛋白*"$8-A@.1
=<9,X94.1@,./c+)#$牛奶酪蛋白*#$8-A@.1=<9,
X94.1@,./c+)甘 油 三 磷 酸 脱 氢 酶*3/28@<-/U@$
?2U@$7$5?9A5?-D@U@?2U<93@1-A@+)细 胞 色 素 >
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!82D98?<9,@8=<9,?9;A@?@-<D"和 标 准 肽 段

d@,5D.U@!LTTKCLM"#美国C.3,-公司产品$

BCK!样品溶液配制

I+K_#新 购 溶 液 为#,9/%L[#&5S’6)’
用乙 酸 调 至"6"),9/%L[#&5S*6"(醋 酸 铵#

"6#,9/%L[#’5S&6"(P$甲基异脲 溶 液#将P$
甲基异脲溶于#,9/%L[# F-JS 溶液’最终浓

度为#,9/%L[#’5S##$

BCJ!标记条件

将标准肽段 d@,5D.U@!"6#%,3"和OIHK
双酸酐!76!&,3"固 体 加 入 到I+K_溶 液!7!"

#L"中’剧烈涡 振#,.1’离 心 样 品 至 管 底’室 温

放置"6)!#?’真空离心干燥’用FS%JK8溶液

重新溶 解’加 入 P>/7’7* j螯 合#!!?’取

"6&#L点靶’进行质谱分析$

BCQ!实验条件

在基质辅助激光解析电离$飞行时间串联质

谱仪上进行样品的质谱分析$取)#L处理好的

样本 溶 液’与 饱 和 的 基 质 溶 液 !)3%L[#

>S>K’溶于含"6#ZIaK的)"Z乙腈中"按照

#l(的比例混合’取"6&#L点靶’空 气 中 挥 发

干燥后’在正离子模式下进行质谱分析$根据峰

高的比值来评估反应进行的完全程度’从而确定

标记反应的最佳条件$用标准多肽混合物进行

质谱 仪 的 外 标 校 正$质 谱 数 据 采 集 使 用 BC$
#cE反射模式’加速电压!"cE’扫描范围8)J
*""!7)""’谱图采集累计#)""!!"""次$所

有质谱图的分析都通过%’""+Y5/9<@<E!6"软

件!美国应用生物系统公司"进行$

D!结果与讨论

DCB!稀土金属标记条件优化

因为不同的稀土金属具有不同的螯合常数’
该螯合常数 与 温 度&反 应 时 间&5S 和 金 属 过 量

倍数有关’为了得到最佳螯合率’按照前述条件

设计了以下实验’数据示于图#$
从上面的数据可以看出’优化后的最佳条件

为#温度7*j&5S&&反应时间!?和金属离子

浓度是肽段的)倍’由此最佳条件得到的质谱图

示于图!$

!!从图!可以看出’在条件优化后’稀土金属

P与 标 准 肽 段 LTTKCLM 螯 合 前 质 谱 峰 为

##%’6""’螯合后质 谱 峰 为#!776(!’螯 合 率 为

&(Z’多次重复实验表明’此比 例 稳 定$用 稀 土

金属IX重复上面的实验’螯合 率 为&*Z’且 螯

合率稳定$

图B!反应温度!/"#4S值!?"#反应时间!#"和金属离子与肽段摩尔比!6"对螯合效率的影响

O2)CB!01""++"#%(+%":4"’/%-’"!/"$4S!?"$%2:"!#"/$6:(."’/%2((+:"%/.2($%(4"4%26"*!6"($#1"./%2($’/%"
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图D!优化条件下稀土金属与标准肽段!M!!3<M\"螯合质谱图

O2)CD!01";<*4"#%’-:(+#1"./%"(+’/’""/’%1:"%/.2($A2%1

4"4%26"!M!!3<M\"-$6"’%1"(4%2:-:#($62%2($

DCD!胍基化修饰对"=氨基封闭

蛋白质酶切产物中大部 分 肽 段 都 含 有&$氨

基!由于OIHK双 酸 酐 与 氨 基 的 结 合 没 有 选 择

性!这样&$氨基就会对定量 造 成 干 扰"所 以!在

进行金属 离 子 螯 合 之 前!必 须 对&$氨 基 进 行 封

闭##%$"胍基化修饰的原理是%用 化 学 试 剂P$甲

基异脲修饰L2A的&$氨基!使L2A的&$氨基发生

胍基化反应生成高精氨酸&?9,9-<3.1.1@’!质量

增加%!;!而P$甲基异脲只专一性地 修 饰&$氨

基!不会与 F 端 氨 基 发 生 反 应!反 应 原 理 示 于

图7"
胍基化反应的特点是反应完全!目的是封闭

赖氨酸的&$氨基!使后续的反应只发生在肽段的

F端"优 化 后 的 胍 基 化 反 应 条 件 为%5S##6"!
胍基化试剂 浓 度#"",,9/(L[#!反 应 温 度7*
j!反应时 间%?"另 外!由 于 高 精 氨 酸 的 胍 基

&5d-\#!6%’’比赖氨酸的氨基&5d-\#"6%’’有

更强的碱性!所以更容易结合质子带上正电荷!
能提高以d结尾肽段在 BKLOG源质谱中的信

号强度!修饰前后的质谱图示于图%"

!!甘油三磷酸脱氢酶酶切肽段在胍基化修饰

前!只有#*&76*(和#’!"6’#丰度较强!而胍基

化修饰后!无论高丰度峰个数和峰整体强度都有

明显提高!示 于 图%"可 见!胍 基 化 修 饰 可 较 大

幅度提高以d结尾肽段在 BKLOG源质谱中的

信号强度!这对后续的质谱检测很有帮助"

图K!胍基化反应原理图

O2)CK!01"’"/#%2($*#1":/%2#62/)’/:(+)-/$262$/%2($
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图J!甘油三磷酸脱氢酶酶切肽段胍基化修饰前!/"和修饰后!?"质谱图

O2)CJ!01";<*4"#%’-:(+4"4%26"*+’(:).8#"’/.6"186"=K=41(*41/%"6"186’()"$/*"

?"+(’")-/$262$/%2($!/"/$6/+%"’)-/$262$/%2($!?"

!!标准肌红蛋白酶切肽段胍基化修饰的结果

表 明!除 了 肽 段 KL+LaT 和 E+KOGKMS$
Me+ELGT因不含&$氨 基 而 没 有 发 生 胍 基 化 修

饰外!其余酶切肽段胍基化率都大于()Z!结果

列于表#"

DCK!在蛋白质相对定量中的应用

根据前面优化的条件!对肌 红 蛋 白#烯 醇 化

酶#胎球蛋 白#"$牛 奶 酪 蛋 白##$牛 奶 酪 蛋 白#甘

油三 磷 酸 脱 氢 酶 和 细 胞 色 素>*个 蛋 白 质 分 别

与稀土金属进行螯合实验"
酶切肽段胍基化修饰后!只剩下末端氨基可

以与OIHK双酸酐结合!并通过OIHK双酸酐

与P螯合!细胞色素>酶 切 肽 段 BGaKMGd与

P螯合的质谱图示于图)"
从图)可以看出!细胞色素>酶切肽段 BG$

aKMGd与 稀 土 金 属 P 螯 合 后 的 质 谱 峰 为

#!’76&)!螯合 前 的 质 谱 峰##(&6&"已 全 部 消

失!螯合率达到了#""Z"为了验证此方法对蛋

白质酶切肽段的普遍适用性!将*个蛋白质做平

行实验!重复性好!每个蛋白质酶切肽段中至少

有7个肽段 与 稀 土 金 属 的 螯 合 率 超 过*"Z!且

此比例稳定"根据此7个肽段完全可以实现该

蛋白质的相对定量!数据列于表!"

表B!肌红蛋白酶切肽段胍基化修饰结果

0/?."B!01".2*%(+4"4%26"*+’(::8().(?2$/+%"’)-/$262$/%2($

肽段序列 胍基化前肽段质量 胍基化后肽段质量 胍基化率

PL+aGCOKGGSELSCd #’’)6’’ #(!*6*# ()6()Z

MSS+K+LdHLKeCSKId #’)76(# #(7*6&& (’6%(Z

MLCOM+beeELFEbMd #’#)6’) #’)*6&" (’6)(Z

E+KOGKMSMe+ELGT #&"&6’! #&"&6)’ $

SHMOaMKOKeMKBId #)"!6&7 #)%%6%7 ((6"*Z

SMIEELIKLMMGLd #7*’6’# #%!"6&! (’6**Z

LaIMSH+IL+d #!*#6&7 #7#76%& #""6""Z

KL+LaT *%’6%7 *%’67# $
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图Q!细胞色素9酶切肽段 ;5O3\5@与稀土金属Z螯合前!/"和螯合后!?"质谱图

O2)CQ!01";<*4"#%’-:(+4"4%26";5O3\5@+’(:#8%(#1’(:"#

?"+(’"!/"/$6/+%"’!?"#1"./%2($A2%1’/’""/’%1:"%/.Z

表D![种标准蛋白质部分酶切肽段胍基化修饰及Z标记结果

0/?."D!01"./?".2$)’"*-.%*(+4/’%2/.4"4%26"*+’(:*"7"$*%/$6/’64’(%"2$*

/+%"’)-/$262$/%2($/$6#1"./%2($A2%1’/’""/’%1:"%/.Z

蛋白质名称 肽段序列 胍基化修饰后分子质量 胍基化率 P标记后分子质量 标记率

PL+aGCOKGGSELSCd #(!*6*# ()6()Z !7’’6#( *!6&&Z

肌红蛋白 MSS+K+LdHLKeCSKId #(7*6&& (’6%(Z !7(’6() ’76’#Z

SMIEELIKLMMGLd #%!"6&! (’6**Z #’’#6(’ ’76%7Z

FEHLPd **)67) #""6""Z #!7&67# #""6""Z

烯醇化酶
MELSKEd *&)6(# (&6’&Z #!!&6%# #""6""Z

KKMSOMd &(*6*" (’6"!Z ##)’67) *767(Z

KKKK+d &"!6&% ((6"7Z #"&)6%" #""6""Z

ePMa>d *’*67) ()6!&Z #!%’6&! *&6’"Z

胎球蛋白 >FLLK+d ’7!6%7 #""6""Z #!(76&’ #""6""Z

+EEOHId ’!(6%7 (&6!)Z #!("6&* *#6)"Z

eB+K+CGCCC++GEHFCE+ed !7&76’’ ()6&7Z !’!%6!& ’&67&Z

"$牛奶酪蛋白 EF+LCd *7#6%" #""6""Z ##(#6&( *(6!(Z

aaEKHaH+EaMd #%!&6)’ #""6""Z #’’*6*’ ’)6!"Z

aeC++eeeI+O+LeOd !"!76’( ()6"!Z !%’%6’( *!6*&Z

#$牛奶酪蛋白
ELHEHed ’!!6%! (&67!Z #!’767! *"6(#Z

+BHaHd *("67" #""6""Z #!)#6%# *(6!%Z

+KBKHd &’’67! (&6’(Z ##%(6)’ *&6"*Z

EGH+LFMd (##67) #""6""Z #7*!6)7 ’)6)*Z

甘油三磷酸脱氢酶 LEGFMd &’)6)& (*6!&Z ##%&6%) *%6&!Z

KKaFCMd *7&6!’ #""6""Z ##(*6)& *(6!&Z

IMeKHMaIPIOKFdFd #*(*6!& #""6""Z !!)*6’# ’!6&&Z

细胞色素> BGaKMGd ’!#67& #""6""Z #!’!6*" #""6""Z

MGIbd &%&6)& (’6!&Z ##"*6&" #""6""Z
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!!对蛋白质进行相对定量!必须在酶切肽段中

同时标记一对金属离子!通过两者的标记差异实

现相对定量"稀土金属IX和P与OIHK双酸

酐的 稳 定 常 数 相 近!并 且 两 者 都 是 单 同 位 素 元

素!相对分子质量相差*";##7$!便于差异质谱峰

的对比"另外用IX重复了上面P元素的所有

实验!结果表明!胍基化率都大于(&Z!而且与*
个肽段的标记效率较好!每个蛋白质酶切肽段中

至少有7个肽段的标记率大 于*"Z"所 以!IX
可以和P作为一对质量标签用于蛋白质的相对

定量"然而!同一溶液中有两种及两种以上金属

离子对同一肽段标记时!存在金属离子的抑制现

象"为了考察稀土金属IX和P的离子抑制效

应!将两者按#l#%摩尔比&加入到肌红蛋白 的

酶切肽段混合物中!检测到两者比例为#6%(l#"
为了验证稀土金属标记方法在蛋白 质 相 对

定量中应用的可行性!对该方法的动态范围进行

考察"将肌红蛋 白 酶 切 肽 段 与 稀 土 金 属 IX和

P按#l#"’#l&’#l7’#l#’7l#’&l#’#"l#
%摩尔比&混 合!然 后 进 行 BKLOG$IJa BC分

析!实验结果示于图&"

图F!肌红蛋白酶切肽段3MRMO!与0?!Z螯合校正曲线

O2)CF!01"#/.2?’/%2($#-’7"(+4"4%26"3MRMO!+’(:

:8().(?2$#1"./%2$)A2%1’/’""/’%1:"%/.*0?/$6Z

由 于 选 用 的 两 金 属 元 素 与 OIHK双 酸 酐

的结合常数分别为P%!!6")&和IX%!!6*#&!两

者的结合常 数 都 较 大%都 大 于!"&!说 明 两 者 与

OIHK双酸酐 的 结 合 能 力 都 很 强!而 两 数 据 又

非常相近!意味着在同一体系中两者的浓度差较

大时!容易发生离子交换!即产生离子抑制效应"
实验数据表明!当两种金属离子的浓度相差超过

&倍以上!由离子抑制带来的影响较为明显"所

以!为了更加准确的进行蛋白质定量!首先要绘

制校正曲线!以便对离子抑制效应进行校正"

K!结!论

引入胍基化修饰的稀土金属标记相 对 定 量

方法!排除了&$氨基的干扰!提高了质谱峰强度!
使其适用范围扩大到蛋白质水平!在实际样本中

应用潜力较大"另外!该方法除了用于蛋白质相

对定量外!还可用于差异蛋白质研究!为临床医

学提 供 了 有 效 途 径(与 电 感 耦 合 等 离 子 体 质 谱

%.1U;8D.4@/289;5/@U5/-A,-,-AAA5@8D<9,@$
D<2!G>H$BC&结合!可对蛋 白 质 进 行 绝 对 定 量!
而G>H$BC具有对 极 低 含 量 元 素 实 施 精 确 定 量

的优势%可达#"[#)&!这使得该方法在蛋白质绝

对定量研究中显示出巨大的潜力"随着研究的

不断深入和条件的不断优化!该方法一定会在蛋

白质组学定量研究中发挥重要的作用"
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